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秋田県立大学設立以来，著者のグループではイネ
の澱粉生合成メカニズムの解明研究に取り組んでき
た．米は日本人にとって主食であり，炭水化物源の
多くを占める最重要な食材である．秋田県は，全国
有数の米の産地であることから，著者は本学に赴任
（1999年 4月）が決まった際，このテーマは，最も
秋田らしいテーマの１つだと確信した．
澱粉生合成メカニズムの解明には，澱粉生合成に
関わる多数の酵素（図 1）のそれぞれの機能を解明
することが，まず行わなければならないことであっ
た．私たちは，2000 年当時，既に単離されていた
SSIIa, GBSSI, BEIIb，ISA1以外の酵素の変異体を単
離・収集することに集中した．現在では，胚乳（米
飯として食べている部分）で強い発現のある 10種類
の酵素の変異体がすべて単離され，胚乳以外の葉身
等で発現する酵素も含めて，14種類の酵素の変異体
が得られている．このうち，ほとんどの変異体は，
その胚乳澱粉の構造が野生型（ジャポニカ米）と綿
密に比較され，その機能がある程度明確になってき
た(Fujita, 2014)．しかし，変異体は得られているが，
胚乳澱粉の特性が野生型と類似しているため，未だ
に機能が明確でないもの，変異体さえも得られてお
らず，全く機能未知であるものも存在する．現在も
変異体の探索や機能未知の酵素の機能解明に共同研
究者とともに励んでいる．
得られた変異体の中には，通常の米とは全く異な
る性質をもつものも存在した．例えば，胚乳で強く
発現している直鎖伸長酵素（スターチシンターゼ）
の一つ，SSIIIa の欠損変異体は，アミロース含量が
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図1　イネの澱粉構造に影響を与える酵素群
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高く，アミロペクチンの長鎖が少なく，糊化澱粉の
粘度が極端に低い，という特徴があった(Fujita ら，
2007)．また，私たちは，単離された変異体同士を交
配により掛け合わせ，二重変異体の単離も試みた．
SSIIIaに加えて BEIIbが欠損した二重変異体(#4019)
は，アミロース含量がこれまで発見されたイネの中
では最も高く(Asai ら，2014)，当時から将来的にこ
の米をダイエット米にしようともくろんでいた． 
これらの変異体米は，澱粉生合成に関与する重要
な酵素が欠損しているため，種子が小さかったり，
発芽率が低いなど，農業形質が悪く，とても品種と
して普及することは無理であると思われた．特に，
これら変異体のもととなった品種が西日本で開発さ
れた「日本晴」や「金南風」であったことから，緯
度が高く，冷涼な秋田で栽培するには，開花が遅く，
収穫が 10月後半になる，という大きな欠点があった．
そこで，秋田で栽培するのに適し，農業形質を向上
した系統を確立するため，「あきたこまち」や超多収
米である「秋田 63号」と戻し交配することで育種を
試みた（藤田ら，2014）． 
戻し交配を行う際，ユニークな澱粉の原因となる
遺伝子の欠損を維持しながら優良品種を交配する，
という操作を繰り返す（藤田ら，2014）．その際，必
要となってくる操作が，「遺伝子欠損の確認」である．
遺伝子の欠損は，例えば，SSIIIa 欠損変異体であれ
ば，澱粉の形質，即ち，この変異体のアミロース含
量が高いことや，アミロペクチンの長鎖が少ないと
いった特徴をチェックするのが一つの方法である．
また，SSIIIa タンパク質や SSIIIa 活性が欠失してい
ることをウエスタンブロッティングや Native-PAGE
活性染色法で確認するのも一つである．しかし，多
検体を分析する際の簡便性から，品種育成の選抜過
程で最も用いられている方法は，分子マーカー法，
即ち DNAで選抜する方法である．我々が持つ SSIIIa
欠損変異体は，SSIIIa遺伝子（AP004660）のエキソ
ン１にレトロトランスポゾンである Tos17 
（Hirochika, 2001）が挿入されることで生じている
（Fujita ら，2007，図 2）．従って，Tos17 が SSIIIa
遺伝子に挿入されているか否かを調べることで，変
異型を選抜し，次の戻し交配に使うことが可能であ
る．本研究では，分子マーカーによる選抜法と品種
鑑定について，解説する． 
 
材料と方法 
 
 選抜対象のイネ種子をシャーレに播種し，発芽さ
せ，セルトレーに移植した．葉身が 5～8 cm程度ま
で成長したら，各個体の葉身を約 1 cm採取し，ビ
ーズショッカ （ー安井理化機器）用の試験管に入れ，
使用するまで冷凍保存した．各個体の葉身を液体窒
素で凍結させたのち，ビーズショッカーで粉砕し，
Miuraら(2018)の方法で DNAを抽出した．SSIIIa遺
伝子に Tos17が挿入されているかどうかを確認する
ため，SSIIIa遺伝子および Tos17の配列を参考に，
プライマーを設計した（図 2，表 1）． 
 
  PCR (Polymerase chain reaction, DNA の増幅操
作)は，以下の条件で行った．各イネ葉身から抽出し
たDNA 0.4 μgに，10 μMプライマーを各 1 μL，
10 X Expand Long Template Buffer 1（Roche）を
1 μL，2.5 mM dNTPs を 0.8μL，Expand Long 
Template Enzyme mix （Roche） 0.25μL（1.25 
U）を混合した．サーマルサイクラーを用いて 94 °C， 
3分を 1サイクル， 94 °C， 30秒， 62 °C , X
秒，68 °C 5分を 10サイクル，94 °C 30秒， 62 °C, 
表1．分子マーカーによる選抜に用いたプライマー配列
プライマー名　 配列
イネSSIIIa遺伝子の配列上のフォワードプライマー
　　①SSIIIa-5F 5' -TGCACAGTGTTACAATGGGG-3'
　　②SSIIIa-10F 5' -GTGGTGACGATGATTTGCCA-3'
Tos17遺伝子の配列上のリバースプライマー
　　③T1R 5' -CGGTGAAAAGGACAGTGGAG-3'
イネSSIIIa遺伝子の配列上のリバースプライマー
　　④SSIIIa-10R 5' -CGTTAGTCATGGCATTTGGA -3'
①～④は，図2のプライマーの配列を示す。
図2　イネSSIIIa遺伝子の構造と選抜に用いたプライマーの位置
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X秒，68 °C, 5分（X秒は、1サイクル当たり 10
秒ずつ伸長時間を延長）を 25サイクル行った．増
幅した DNA 断片は，0.8 % アガロースゲル電気泳
動を行い，エチジウムブロミドに 20分浸したのち，
紫外線を照射して検出した． 
 
結果と考察 
 
SSIIIa 遺伝子に Tos17 が挿入されているかどうか
を確認するために，4 か所にプライマーを設計した
（図 2）．SSIIIa遺伝子の Tos17が挿入されている箇
所より 5’側にフォーワードプライマーを 2箇所（①
と②），挿入された Tos17の 5’末端側にリバースプ
ライマーを１個所（③），SSIIIa遺伝子の Tos17が挿
入されている箇所より 3’側にリバースプライマー
を１か所（④）設計した．①と③のプライマーを用
いた PCRでは，Tos17が挿入されていれば 2,080 bp
の断片が増幅するが，挿入されていなければ，増幅
されない．一方，②と④のプライマーを用いた PCR
では，Tos17 が挿入されていなければ，約 1,240 bp
の断片が増幅するが，約 4100 bpの Tos17が挿入さ
れた場合，1,240 bp + 4,100 bp = 5,340 bpの断
片が増幅されるはずである（図３）．これは，非常に
長いため，増幅されない場合もある．増幅した DNA
をアガロースゲル電気泳動に供すると，図３(B)の
ようなパターンになるはずである． 
 平成 30年度に品種登録申請した「あきたぱらり」
と「あきたさらり」は，SSIIIa 欠損変異体にそれぞ
れ「あきたこまち」と「秋田 63号」を 3回戻し交配
した系統である．戻し交配する際は，交配した F1
種子を播種し，これらの分子マーカー法でヘテロで
あることを確認した個体を選抜し，連続的に戻し交
配親を交配していった(藤田ら，2014)．3 回戻し交
配した F1種子(BC3F1)の自殖種子(BC3F2)から，劣性
ホモ個体を同様にこれらの分子マーカーで選抜し，
さらに自殖を繰り返して品種とした．実際の電気泳
動像を図４に示す． 
上記で述べた分子マーカーは，戻し交配時の選抜
のみならず，品種鑑定に用いることができる．我々
が開発した品種は，基本特許（特許第 4711762号）
と品種育成権（品種登録出願第 33352号および 33353
号）の二つの知的財産権が関与している．従って，
これらの商用を目的とした栽培や販売は，出願人や
育成権者に許諾された者のみが可能となる．万が一，
許諾を得ないで栽培・販売した場合は不正使用とな
る．仮に許可を得ずに使用された場合も，その種子
から発芽させた幼苗の DNA を抽出し，表１のプラ
イマーを用いて図 4に示すバンドパターンが検出さ
れれば，我々の材料を用いた品種あるいは改良を加
えた品種であることが明確になる．すなわち，これ
らの分子マーカーを用いることで遺伝子鑑定が可能
図3　分子マーカーによる選抜の原理
図4　「あきたぱらり」の遺伝子型の確認（実際のアガロース
電気泳動写真）
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となる．以上のことから，これらの情報を公開する
ことで，不正使用を未然に防ぐことが可能である． 
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Rice starch is the greatest source of carbohydrates for the Japanese. At Akita Prefectural University, we have studied starch biosynthesis
mechanisms using rice since 1999. The isolation and collection of rice mutant lines related to starch biosynthesis genes and the analyses of their 
starch structure, physicochemical properties, and physiological biochemistry have contributed to the understanding of rice starch biosynthesis. 
During these processes, we found unique starch properties in isolated mutant rice lines. Therefore, we also researched their application for 
practical use. In the present study, we introduced the molecular marker selection method for breeding novel rice cultivars. This method can also 
be used in genetic screening to identify novel rice cultivars with unique starch properties.
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